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SUMMARY

Introduction. Diabetes is characterized by chronic hyperglycaemia, resulting from a defect in insulin secretion or abnormal functioning
of this hormone. The consequence of the lack of insulin is the disturbed metabolism of carbohydrates, proteins and fats. Chronic
hyperglycemia causes damage and dysfunction of many organs. One of the ways to support the treatment of diabetes is the use of
plant preparations.

Aim. The aim of the study was to examine and compare the biological (o-glucosidase and antioxidative) activity and the content
of polyphenols and flavonoids in selected plants: Anserinae herba, Alchemillae herba and Fragariae folium, included in herbal tea
blends used in diabetes.

Material and methods. The content of polyphenols was determined by applying the Folin-Ciocalteu reagent and the flavonoid content
by the AICI, method. The antioxidant properties were tested using the reagent method DPPH and CUPRAC, while the inhibitory
activity of a-glucosidase by measuring the absorbance of p-nitrophenol from PNPG released by hydrolysis of sugars by the enzyme.
Results. High total polyphenols content in the tested plant extracts was found, amounting to 121.30; 98.30; 71.66 mg gallic acid
equivalent/g for Alchemillae herba, Fragariae folium and Anserinae herba, respectively, and high flavonoid content (17.56, 12.25,
15.48 mg quercetin equivalent(g, respectively). Antioxidant activity for extracts with a concentration of 0.312 mg/ml was from 46.22
to 79.71% (in the analysis with DPPH radical), while the absorbance value of these tests determined by the CUPRAC method
was A = 0.49-1.01. The effect was weaker than vitamin C. The results indicated a strong inhibitory ability of o-glucosidase, which
was > 98% for all tested extracts at the concentration of 0.1 mg/ml, and was many times higher than the standard acarbose analyzed
at the above concentration, and comparable with the acrabose activity at a concentration of 10 mg/ml.

Conclusions. The inhibitory o-glucosidase and antioxidant activity indicates the existence of this mechanism included in analyzed
plant extracts, as ingredients herbal tea blends of used in diabetes.

Keywords: Anserinae herba, Alchemillae herba, Fragariae folium, polyphenol content antioxidant activity, inhibition of
a-glucosidase, antidiabetic activity

STRESZCZENIE

Wstep. Cukrzyca charakteryzuje sie przewleklq hiperglikemiq, wynikajqcq z braku wydzielania insuliny lub nieprawidtowego dziatania
tego hormonu. W konsekwencji dochodzi do zaburzeri metabolizmu weglowodanéw, biatek oraz tuszczow. Przewlekia hiperglikemia
powoduje uszkodzenie i nieprawidtowe funkcjonowanie wielu narzqdow. Jednym ze sposobow wspomagania leczenia cukrzycy jest
stosowanie surowcow i preparatow roslinnych.

Cel pracy. Celem pracy bylo przebadanie i poréwnanie aktywnosci biologicznej (hamujgcej o-glukozydaze i przeciwutleniajgcej)
oraz zawartosci polifenoli i flawonoidow w trzech surowcach roslinnych wchodzqcych w skiad mieszanek stosowanych w cukrzycy.
Materiat i metody. Z ziela picciornika gesiego (Anserinae herba), ziela przywrotnika (Alchemillae herba) i lisci poziomki (Fragariae
folium) przygotowano ekstrakty, w ktorych oznaczono zawartosé polifenoli przy uzyciu odczynnika Folina-Ciocalteu'a oraz zawar-
tos¢ flawonoidoéw metodq z AICL, Wlasciwosci przeciwutleniajgce badano metodami DPPH oraz CUPRAC, natomiast zdolnos¢
hamowania o-glukozydazy na drodze pomiaru absorbancji p-nitrofenolu powstatego z PNPG wskutek hydrolizy cukrow przez enzym.
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Wyniki. Wykazano wysokq zawartos¢ sumy polifenoli w badanych surowcach, wynoszqcg 121,30; 98,30 i 71,66 mg rownowaznika
kwasu galusowego/g odpowiednio w przypadku ziela przywrotnika, ziela poziomki i ziela pieciornika gesiego oraz odpowiednio
wysokq zawartos¢ flawonoidow (17,56, 12,25 i 15,48 mg réownowaznika kwercetyny/g). Aktywnos¢ przeciwutleniajqca dla wycig-
gow o stezeniu 0,312 mg/ml wynosita od 46,22 do 79,71% (w analizie z rodnikiem DPPH), natomiast wartos¢ absorbancji tych
prob oznaczona metodqg CUPRAC wynosita A = 0,49-1,01. Dziatanie byfo stabsze od witaminy C. Analiza wynikéw wskazywata
na silng zdolnos¢é hamowania a-glukozydazy, ktéra wynosita > 98% dla wszystkich badanych ekstraktéw w stezeniu 0,1 mg/ml
i byta wielokrotnie wyzsza niz wzorcowej akarbozy analizowanej w powyzszym stezeniu, a porownywalna z aktywnosciq akrabozy
w stezeniu 10 mg/ml.

Whioski. Aktywnos¢ przeciwutleniajgca ekstraktow z Anserinae herba, Alchemillae herba i Fragariae folium byla skorelowana z za-
wartoscig polifenoli oraz z wlasciwosciami hamowania o-glukozydazy i wskazuje na ich dziatanie przeciwcukrzycowe.

Stowa kluczowe: ziele pigciornika, ziele przywrotnika, liScie poziomki, zawarto$¢ polifenoli, aktywno$¢ przeciwutleniajaca,

hamowanie aktywnosci o-glukozydazy

Wprowadzenie

Wiek XX przyniést gwattowny wzrost czestoSci
zachorowan na cukrzyce, szczegdlnie w Srodowiskach
miejskich, zaréwno w krajach wysoko, jak i §rednio
rozwinigtych. Cukrzyca zostata wpisana na liste cho-
réb spotecznych i cywilizacyjnych (1). Wedlug WHO
do 2008 roku na Swiecie byto 260 mln ludzi chorych
na cukrzyce, a prognozy przewiduja, ze do 2025 roku
ta choroba moze dotknaé¢ nawet przeszto 380 min
0s6b (2).

Cukrzyca nalezy do przewlektych chor6éb meta-
bolicznych o zréznicowanej etiologii, charaktery-
zujaca sie hiperglikemia wynikajaca z uposSledzenia
wydzielania insuliny, nieprawidtowego dziatania
tego hormonu badZ wystepowania obu tych zabu-
rzef jednoczes$nie. Konsekwencja braku insuliny
jest nieprawidtowy metabolizm weglowodandw,
biatek oraz ttuszczéw. Przewlekta hiperglikemia
powoduje zaburzenie czynnoSci i uszkodzenie wielu
narzaddéw. Niebezpieczne sg powiklania powstajace
w wyniku trwania cukrzycy, zarOwno ostre, takie
jak: kwasica ketonowa, osmotyczna, mleczanowa,
ktorych nastepstwem moze byé §piagczka cukrzyco-
wa, a takze powiklania przewlekle: mikroangiopatie
cukrzycowe (retinopatia, nefropatia, neuropatia),
makroangiopatie cukrzycowe w obrebie naczyn
wieficowych, mézgowych, obwodowych oraz zespot
stopy cukrzycowej jako nastepstwo postepujacej
cukrzycy (3).

Postepowanie terapeutyczne, w szerokim rozu-
mieniu, obejmuje: leczenie niefarmakologiczne,
tzn. zmiane stylu zZycia, wlaSciwg diete oraz wysi-
tek fizyczny; leczenie farmakologiczne: podawanie
lekéw (insulina, doustne leki hipoglikemizujace),
a takze leczenie chordéb czegsto towarzyszacych cu-
krzycy (nadcis$nienia, hiperlipidemii, otyloSci) oraz
zapobieganie powiktaniom choroby. W leczeniu
cukrzycy bardzo wazne s3 edukacja prozdrowotna
oraz wsparcie psychiczne pacjentow (1-3).

Jednym ze sposobéw wspomagania terapii chorych
z przewleklym, podwyzszonym poziomem cukru we
krwi, cierpiacych na cukrzyce typu 2 leczonych synte-
tycznymi lekami przeciwcukrzycowymi jest stosowanie
pojedynczych surowcéw ro§linnych oraz mieszanek
ziotowych (4-7). Jednoczesnie rosnace zaintereso-
wanie fitoterapia we wspomaganiu leczenia cukrzycy
stwarza problem udowodnienia skutecznosci stoso-
wanych roflin, a dla pacjentéw wtasciwego wyboru
preparatu roS$linnego.

W biezacej pracy zainteresowano si¢ trzema sktad-
nikami mieszanek przeciwcukrzycowych.

Ziele picciornika gesiego (Potentilla anserina L.,
Rosaceae; synonim: ziele srebrnika) jest wykorzysty-
wane w fagodzeniu bolesnego miesiaczkowania oraz
objawéw PMS, w leczeniu biegunki, pomocniczo
w cukrzycy, a takze miejscowo w stanach zapalanych
blony Sluzowej jamy ustnej i gardta, w Zle goja-
cych sie ranach. Zwiazkami czynnymi sa garbniki
(5-10%), gtéwnie elagotaniny, kwas chlorogenowy
i elagowy, glikozydy kemferolu, kwercetyny, my-
rycetyny, izoramnetyny, 3-O-rutynozyd akacetyny
oraz genisteina.

Garbniki uzasadniaja stosownie surowca w biegun-
kach i w miejscowych stanach zapalnych. Wskazanie
ginekologiczne dla P anserina opiera sie na badaniach
farmakologicznych, dowodzacych zdolnoSci zwiek-
szania tonusu izolowanej macicy réznych gatunkow
zwierzat, a obecno$¢ izoflawonu genisteiny, zwiazku
o aktywnosSci estrogennej, moze wyjasniaé stosowanie
ekstraktu w leczeniu PMS (9-13). Z zebranych infor-
macji wynika, ze jak dotad nie prowadzono badan,
ktore potwierdzityby przeciwcukrzycowa aktywnos$¢
omawianej roSliny.

Ziele przywrotnika pospolitego (Alchemilla vulgaris
L., Rosaceae) w medycynie ludowej stosowane jest we-
wnetrznie w fagodzeniu dolegliwo$ci menopauzalnych
1 menstruacyjnych, zaburzen zotadkowo-jelitowych,
a zewnetrznie w stanach zapalnych jamy ustnej, gardfa
oraz w leczeniu wrzodéw, egzem i wysypek (14). Ziele
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zawiera garbniki (zwykle 5-8%, niekiedy do 13%),
gtéwnie elagotaniny, w najwickszej iloSci wystepuja
agrimonina, pedunkulagina oraz galotaniny, a takze
obecne sa flawonoidy pochodne kwercetyny (3-glu-
kuronid, 3-glukozyd, 3-rutynozyd i 3-arabinozyd kwer-
cetyny), ponadto kwasy fenolowe (galusowy, chloro-
genowy, elagowy) (14, 15).

Dotychczasowe badania ekstraktu etanolowego
z ziela przywrotnika dowodza dziatania przeciwdrob-
noustrojowego, przeciwgrzybiczego, przeciwwirusowe-
go oraz silnej aktywnosci przeciwzapalnej (hamowanie
15-LOX) (16). Udowodniono, ze przywrotnik powodu-
je obnizanie napig¢cia naczyn krwiono$nych (badanie
na izolowanych szczurzych tetnicach krezkowych) (17),
a ekstrakt metanolowy po podaniu dozotadkowym
szczurom wywolywal statystycznie istotne obnizenie
ci$nienia tetniczego krwi (18). Ekstrakt wykazywat
tez silnie antyoksydacyjne dziatanie w teScie z DPPH
(IC,, = 0,09 mg/ml), cechowata go wysoka zdoInoS¢ wy-
chwytu rodnikéw nadtlenkowych (IC,, = 0,95 mg/ml)
oraz zdolno$¢ wychwytu rodnikéw hydroksylowych
(IC,, = 0,18 mg/ml; kolejno), lecz stabsza niz wzorcowej
kwercetyny w badanych testach (IC,, = 0,012 mg/ml;
IC,, = 0,15 mg/ml; IC,, = 0,034 mg/ml, odpowied-
nio) (16). Aktywno$¢ przeciwutleniajaca zostata réw-
niez stwierdzona metoda z uzyciem kationorodnika
ABTS* (4,79 = 0,14 mmol TEAC), a catkowita zawar-
to$¢ polifenoli wynosita 946,59 + 2,26 umol QE (19).
Ekstrakt odznaczal sie wysoka zdolnoScia chelato-
wania jonow zelaza (III), a takze wywieral ochronny
wplyw wobec bakteryjnego, plazmidowego DNA,
narazonego na uszkodzenia pod wplywem rodnikéw
hydroksylowych (20).

Ziele przywrotnika byto badane pod katem wta-
Sciwosci przeciwcukrzycowych. Eksperyment pro-
wadzono na myszach z cukrzyca wywotang za po-
moca streptozotocyny, ktore karmiono przez 12 dni
pasza z dodatkiem 6,25% zhomogenizowanego
ziela. W badanym modelu okazalo si¢, zZe przywrot-
nik nie wywierat wplywu na hiperfagie, polidypsje,
hiperglikemie, hipoinsulinemi¢ ani na utrate masy
ciata myszy (14, 21).

Lis¢ poziomki (Fragaria vesca L., Fragaria moscha-
ta West., Fragaria viridis West., Fragaria x ananassa
West.) najczesciej jest stosowany jako srodek moczo-
pedny oraz w leczeniu tagodnej biegunki (22). Liscie
zawierajg okolo 5-11% skondensowanych pochod-
nych katechiny: procyjanidyny B1, B2 i BS (w ilosci
124,0 mg/100 g) oraz szereg monomerycznych oraz
oligomerycznych elagotanin (gtéwnie agrimonina,
pedunkulagina, kwas agrimonowy A/B, sanguiny),
a catkowita zawarto$¢ elagotanin w wyciagu wodno-
-etanolowym wynosi 51-89 mg/g (23, 24). Ponadto

obecne sa flawonoidy (kwercetyna, rutyna, glukozyd
luteoliny, genisteina, daidzeina) (25, 26), kwasy or-
ganiczne, kwasy fenolowe (salicylowy, cynamonowy,
kawowy, chlorogenowy, p-kumarowy), resweratrol
oraz Sladowe iloSci olejku eterycznego i zwiazki
mineralne (22).

Badania farmakologiczne in vitro i ex vivo potwier-
dzity aktywno$¢ przeciwzapalng (hamowanie aktyw-
noSci oksydazy ksantynowej, wptyw na iNOS, eks-
presje COX-2, wytwarzanie prostaglandyn) (27, 28),
antykoagulacyjna (29, 30), wazodilatacyjna i naserco-
wa (31), cytotoksyczna (23) oraz przeciwdrobnoustro-
jowa (32, 33). Aktywnos$¢ przeciwutleniajaca ekstrak-
tu wodnego z liSci F. vesca oceniano, oznaczajac zdol-
no$¢ redukeji zelaza (FRAP), absorpcji rodnikéw
tlenowych (ORAC) i wychwytywania wolnych przy
zastosowaniu stabilnego rodnika DPPH. Oznaczona
zawarto$¢ polifenoli (TPC) z odczynnikiem Folina-
-Ciocalteu'a wynosita 62,4 * 1,0 mg kwasu galuso-
wego 1 g suchej masy (34). WiaSciwosci przeciwcu-
krzycowe liScia poziomki nie byly dotad przedmiotem
badan.

Cel pracy

Celem pracy byla ocena aktywnosci hamujacej
o-glukozydaze przez ekstrakty otrzymane z ziela
przywrotnika, ziela pieciornika gesiego oraz liSci
poziomki jako sktadnikéw mieszanek ziotowych sto-
sowanych tradycyjnie w cukrzycy. Ocenie poddano
takze dziatanie przeciwutleniajace oraz catkowita
zawarto$¢ polifenoli i sumy flawonoidéw w badanych
ekstraktach.

Materiat i metody
Odczynniki

Odczynnik Folina-Ciocalteu'a, neokuproina, 4-ni-
trofenyl a-D-glukopiranoza (PNPG), a-glukozydaza,
2,2’-difenylo-1-pikrylohydrazyl (DPPH) (Sigma-
-Aldrich); miedzi (IT) chlorek, 2. hydrat cz.d.a., chlo-
rek glinu cz.d.a., weglan sodu bezwodny, octan amonu
cz.d.a., metanol cz.d.a., etanol 96% cz.d.a., diwodoro-
fosforan sodu 2. hydrat cz.d.a., wodorofosforan di-so-
du 12. hydrat cz.d.a. (Avantor). Substancje wzorcowe:
kwas galusowy, akarboza, witamina C (Sigma-Aldrich)
oraz kwercetyna (Roth).

Materiat do badan

Do badan uzyto surowcow handlowych: Anserinae
herba (ziele pieciornika gesiego), Alchemillae her-
ba (ziele przywrotnika), Fragariae folium (lis¢ po-
ziomki), zakupionych w Zaktadzie Konfekcjonowania
Ziot FLOS.
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Badania fitochemiczne

Przygotowanie ekstraktéw do badan

Z kazdego surowca sporzadzono wyciag: 4 g surow-
ca zalewano 400 ml wody destylowanej o temperaturze
pokojowej, mieszaning doprowadzono do wrzenia
na tazni wodnej, nastepnie ogrzewano przez 5 min.
Po zakonczeniu ogrzewania zawarto$¢ przykrywano
szalka Petriego i po 15 min przecedzano przez wate.
Otrzymany ekstrakt przenoszono do kolby okragto-
dennej i zageszczono w wyparce prozniowej w tem-
peraturze 40°C do objetosci 25 ml. Probki do badan
zawieraly 160 mg surowca w 1 ml.

Oznaczenie zawartosci sumy polifenoli

Catkowitg zawarto$¢ sumy polifenoli oznaczo-
no metoda kolorymetryczna z uzyciem odczynnika
Folina-Ciocalteu'a po wprowadzeniu odpowiednich
modyfikacji (35). W wyniku reakcji odczynnika ze
zwigzkami o strukturze fenoli w §rodowisku alka-
licznym (pH 10) nastepuje redukcja jonéw molibde-
nu (VI) do molibdenu (V), co prowadzi do powstania
kompleksu o niebieskim zabarwieniu (36).

Do probéwek typu Eppendorfa o pojemnosci 2 ml
wprowadzono kolejno: 0,02 ml badanego ekstraktu,
1,48 ml wody, nastepnie po 0,1 ml odczynnika Folina-
-Ciocalteu'a, a po minucie 0,4 ml 20% weglanu sodu.
Prébe §lepa sporzadzono, zastepujac roztwor bada-
nego wyciagu woda. Po uplywie 30 min od dodania
weglanu sodu (inkubacja w temperaturze pokojowej)
mierzono absorbancje poszczegdlnych préb przy dtu-
gosci fali A = 760 nm. Oznaczenia wykonano w dwoch
powtorzeniach, a wynik jest Srednia z 6 pomiaréw
(n = 6). Obliczenia zawartosci polifenoli wykonano
na podstawie krzywej kalibracyjnej (y = 9,8399x +
0,0289; r* = 0,9993) sporzadzonej dla kwasu galuso-
wego (0,2-0,8 mg/ml).

Oznaczenie catkowitej zawartoSci flawonoidéw

W celu oznaczenia catkowitej zawartosci flawono-
idéw wykorzystano 2% metanolowy roztwor chlorku
glinu (III), z ktérym flawonoidy tworza zwiazki kom-
pleksowe o zOttym zabarwieniu. Im wyzsza zawarto$¢
flawonoidéw w badanej prébie, tym silniejsze nate-
zenie barwy. Pomiar absorbancji przeprowadzano
przy dhugosci fali A = 415 nm. Analize wykonywano,
stosujac zmodyfikowana procedure opisana przez
Meda i wsp. (37). Do studzienek plytki 96-dotkowej
odmierzano 100 ul ekstraktu o odpowiednim steze-
niu, a nastgpnie dodawano 100 ul 2% metanolowego
roztworu chlorku glinu (III). Tto stanowita mieszanina
100 ul odpowiedniego ekstraktu i 100 ul metanolu.
Plytke owijano folia aluminiowa, wytrzasano 2 min

i inkubowano 10 min w temperaturze pokojowe;j.
Absorbancje zmierzono przy dtugosci fali A = 415 nm.
Oznaczenia wykonano w dwoch powtdrzeniach, a wy-
nik jest $rednia z 6 pomiaréw (n = 6). Zawartos¢
flawonoidéw wyznaczono na podstawie krzywej wzor-
cowej sporzadzonej dla kwercetyny (0,05-0,003 mg/
ml) (y = 93,229x + 0,0116; 12 = 0,9996).

Badania aktywnosci biologicznej ekstraktow

Oznaczenie aktywnosci przeciwutleniajacej
metodag DPPH

Zastosowana metoda opiera sie na reakcji stabilne-
go rodnika DPPH" z substancja o wlasciwos$ciach prze-
ciwutleniajacych, od ktorej rodnik wychwytuje elek-
trony. Podczas reakcji nastepuje zmiana zabarwienia
rodnika DPPH" z purpurowego na jasnozoétty. Spadek
intensywno$ci zabarwienia, proporcjonalny do zawar-
toSci substancji przeciwutleniajacych, rejestrowany jest
spektrofotometrycznie przy A = 517 nm (38).

W celu wykonania analizy do studzienek 96-dot-
kowej ptytki nanoszono 20 ul danego ekstrak-
tu o stezeniu 0,312 mg/ml oraz 180 ul roztwo-
ru DPPH (0,1 mM roztwér metanolowy). Prébe
Slepa stanowito 20 ul wody destylowanej i 180 ul
metanolu. Probg kontrolna byta natomiast mie-
szanina 20 ul wody i 180 ul DPPH. Plytke owi-
jano folig aluminiowa i inkubowano w ciemnym
miejscu przez 30 min, przed pomiarem wytrza-
sano przez 5 min. Absorbancje¢ mierzono przy
dtugosci fali A = 517 nm. Oznaczenia wykonywa-
no w dwdch powtdrzeniach, a wynik jest Srednia
z 6 pomiaréw (n = 6). Substancj¢ wzorcowa sta-
nowila witamina C badana w stezeniu 31,2 ug/ml.
Zdolno$¢ redukowania rodnika DPPH (aktywnos¢
antyoksydacyjna, AA%) przez badane ekstrakty
obliczano wedtug wzoru: AA% = [(Apppy- A, )/
Apppul X 100%; gdzie: A, — absorbancja badane;j
probki, A .., — absorbancja proby kontrolne;j.

Wyciagi przebadano w stezeniu 0,312 mg/ml, a ich
aktywno$¢ wyrazono w %.

Oznaczenie aktywnoSci przeciwutleniajacej
metoda CUPRAC

Metoda CUPRAC polega na reakcji komplek-
su neokuproiny i chlorku miedzi (II) ze zwigzkiem
o wihasciwosciach przeciwutleniajacych, podczas ktorej
grupy fenolowe polifenoli utleniaja si¢ do chinonéw,
a kompleks neokuproiny i jondw miedzi (II) o za-
barwieniu niebieskim ulega redukcji do komplek-
su neokuproiny i jonéw miedzi (I) o zoltej barwie.
Pomiar absorbancji odbywa si¢ przy dlugosci fali
A = 450 nm (39). Ze wzrostem st¢zenia substancji
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przeciwutleniajacych w probce nastgpuje wzrost in-
tensywnosci zabarwienia.

Analizg¢ aktywnoSci przeciwutleniajgcej przeprowa-
dzano zgodnie z metodyka opisang przez Kikowska
i wsp. (40). W celu wykonania oznaczenia przygo-
towywano mieszaning CUPRAC zawierajaca réwne
objetosci: buforu octanowego (pH = 7,0), 7,5 mM roz-
tworu neokuproiny w 96% etanolu i 10 mM wodnego
roztworu CuCl,. Do studzienek plytki 96-dotkowej do-
dano 50 ul wzorca lub badanych ekstraktéw o stezeniu
0,312 mg/ml, a nastepnie 150 ul mieszaniny CUPRAC.
Tto stanowila mieszanina 50 ul wody destylowane;j
oraz 150 ul mieszaniny CUPRAC. Plytke przez 30 min
inkubowano w ciemnym miejscu. Dos§wiadczenie pro-
wadzono w temperaturze pokojowej. Absorbancje
mierzono przy dtugosci fali A = 450 nm. Oznaczenie
wykonywano w dwoch powtdrzeniach, a wynik sta-
nowi warto$¢ §rednig z 6 pomiaréw (n = 6). Jako
wzorzec stosowano witaminge Cw stezeniu 31,2 ug/ml.
Rezultaty przedstawiono jako warto$¢ absorbancji
probki o stezeniu 0,312 mg/ml.

Oznaczenie zdolnoSci hamowania o-glukozydazy

Zdolno$¢ hamowania oa-glukozydazy przez ba-
dane mieszanki ziolowe oceniono, wykorzystujac
metode opisang przez Chipiti i wsp. (41) z wlasna
modyfikacja. Badanie opiera si¢ na pomiarze ab-
sorbancji proby, w ktérej pod wplywem dzialania
enzymu o-glukozydazy z PNPG (4-nitrofenylo-o-
-glukopiranozy) w srodowisku zasadowym uwalnia si¢
glukoza oraz p-nitrofenol (PNG) o z6éttym zabarwie-
niu, wykazujacy maksimum absorpcji przy dtugosci
fali A = 405 nm. Im silniejsza zdolno$¢ hamowania
enzymu wykazuje badana substancja, tym mniej p-
-nitrofenolu uwolni si¢ z PNPG w wyniku hydrolizy
przez o-glukozydaze. Do analizy wytypowano badane
ekstrakty oraz wzorcowa akarboze w stezeniach 0,01
i 0,1 mg/ml, dodatkowo akarboze analizowano w ste-
zeniach 101 1 mg/ml. W celu wykonania oznaczenia
do studzienek ptlytki 96-dotkowej odmierzano kolej-
no: 50 ul 0,1 M buforu fosforanowego o pH = 6,8,
nastepnie 50 ul badanego ekstraktu lub substancji
wzorcowej w odpowiednich stezeniach oraz 30 ul
roztworu o-glukozydazy o stezeniu 1 U/ml. Tto dla
proby badanej stanowito 80 ul buforu fosforanowego
oraz 50 ul roztworu badanego. Kontrola zawierata
50 ul buforu fosforanowego, 50 ul wody destylowanej
i 30 ul a-glukozydazy, natomiast tto dla kontroli sta-
nowito 80 ul buforu fosforanowego oraz 50 ul wody
destylowanej. Plytke inkubowano w temperaturze
37°C przez 15 min, do kazdej studzienki dodawano
20 ul PNPG, a nastepnie inkubowano przez 20 min
w temperaturze 37°C. Po tym czasie dodawano 100 ul

weglanu (IV) sodu i zmierzono absorbancje przy
dhugosci fali A = 405 nm. Wyniki obliczano wedtug
wzoru: [(A, - A)/(AL)] x 100%; gdzie: A, — ab-
sorbancja préby kontrolnej — absorbancja tta probki,
A,,— absorbancja proby badanej. Oznaczenia wyko-
nano w dwoch powtdrzeniach, a wynik jest srednia
z 6 pomiaréw (n = 6). Wyniki przedstawiano jako
procent hamowania aktywnosci a-glukozydazy.

Wyniki i dyskusja

Rosliny lecznicze sa coraz czesciej wybierana przez
pacjentéw forma wspomagania terapii réznych proble-
mow zdrowotnych. Zasadno$¢ ich stosowania w celach
terapeutycznych wynika zwykle z wieloletniej tradycji
i obserwacji ich skutecznosci. Czesto w przypadku
zi6t wykorzystywanych w medycynie tradycyjnej jako
obnizajace poziom cukru we krwi brakuje nauko-
wych danych potwierdzajacych ich korzystne dzia-
tanie przeciwcukrzycowe. W pracy podjeto istotne
zagadnienie, dotyczace oceny aktywnosci biologicznej
ziela przywrotnika, ziela pieciornika i ziela poziom-
ki, w kontekScie obnizania poziomu cukru we krwi,
a takze w zmniejszaniu powiktan cukrzycy. Oznaczono
réwniez catkowita zawartos$¢ zwiazkéw polifenolowych
i flawonoidow, ktore naleza do zwiazkéw majacych
istotny wplyw na farmakologiczng aktywno$¢ surow-
cow roslinnych.

Zawartos¢ polifenoli i flawonoidow

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja na wyso-
ka zawartos¢ sumy polifenoli w badanych surowcach,
ktéra wynosi 121,30; 98,30 i 71,66 mg/g w przypadku
ziela przywrotnika, ziela poziomki i ziela pigciornika
gesiego. Podobnie, wysoka okazata si¢ zawarto$¢ fla-
wonoidoéw (17,56; 12,25 i 15,48 mg/g) (tab. 1).

Wysoka zawarto$¢ sumy polifenoli i flawonoidéw
mozna uzasadni¢ obecnoScig w badanych roSlinach
licznych zwiagzkow fenolowych, np. flawonoidéw, ela-
gotanin, garbnikéw katechinowych, kwaséw fenolo-
wych i ich pochodnych (10-15, 22-26).

Aktywnos¢ przeciwutleniajqca

Waznym kierunkiem wspomagania leczenia cu-
krzycy jest stosowanie oprocz Srodkéw obnizajacych
poziom glukozy, substancji naturalnych o aktywnosci
przeciwutleniajacej, np. czystych flawonoidéw, fenoli
oraz surowcOw roslinnych wykazujacych wspomniane
dziatanie. Substancje te, ze wzgledu na wspomaganie
naturalnego systemu przeciwutleniajacego organizmu,
zmniejszaja objawy stresu oksydacyjnego, w wyniku
ktérego moze dochodzi¢ do uszkodzen oksydacyjnych
niektorych czasteczek, w tym lipidow, biatek i kwaséw
nukleinowych.
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Tab. 1. Zawartos¢ polifenoli (TPC) i flawonoidéw (TFC), aktywno$¢ przeciwutleniajaca i hamujaca o-glukozydaze

w ekstraktach z badanych surowcéw

Zawartos¢ Aktywnos¢ biologiczna
Surowiec/ (m z/W izfjkrgxca) Przeciwutleniajaca Hamowanie c-glukozydazy (%)
WZOrzec g/9 ja g ydazy (%
TPC TFC DPPH (%) CUPRAC (A) | 0,01 mg/ml | 0,1 mg/ml | 10 mg/ml | 1 mg/ml

Anserinae
herba 71,66 15,48 46,22 0,49 21,25 98,14 n.b. n.b.
Alchemillae
herba 121,30 17,56 77,69 1,01 88,31 98,80 n.b. n.b.
Fragariae
folium 98,30 12,25 79,71 0,97 2,75 98,74 n.b. n.b.
Witamina C n.b. 34,12 0,28 n.b.
Akarboza n.b. 1,76 2,28 ‘ 87,31 ‘ 33,33

n.b. — nie badano

U chorych na cukrzyce w wyniku hiperglikemii
czesSciej niz u zdrowych ludzi dochodzi do zwigkszenia
wytwarzania wolnych rodnikéw oraz do ostabienia
endogennego systemu obrony przeciwutleniajace;.
W konsekwencji nasila si¢ peroksydacja lipidéw,
uszkodzenie kwaséw nukleinowych oraz glikacja
biatek, co prowadzi do zmian w strukturze bton ko-
morkowych. Stres oksydacyjny zatem istotnie wplywa
na rozwdj powiktan cukrzycowych, naczyniowych
i neurologicznych. Rezultaty prac wielu autoréw do-
wodza, ze aktywnoS¢ przeciwutleniajaca surowcow
roSlinnych jest determinowana przez zwiazki polife-
nolowe (42).

Otrzymane wyniki badan potwierdzily t¢ zaleznos¢,
a mianowicie ekstrakty z ziela pieciornika gesiego,
ziela przywrotnika i liSci poziomki cechowaly si¢ wy-
soka zawartoScia sumy polifenoli i flawonoidow oraz
wykazywaly silnie dziatanie przeciwutleniajace, na co
wskazuje silna aktywno$¢ antyoksydacyjna (46,22-
79,71%, w analizie z rodnikiem DPPH oraz wysoka
warto$¢ absorbancji A = 0,49-1,01 oznaczona metoda
CUPRAC) prébek o stezeniu 0,312 mg/ml. Oznaczona
aktywnoS$¢ antyoksydacyjna witaminy C w stezeniu
10-krotnie nizszym (31,2 ug/ml) od badanych prébek
wynosita odpowiednio 34,12% w metodzie DPPH
i A = 0,28 oznaczona metodg CUPRAC.

Hamowanie o-glukozydazy

Jednym z badan sugerujacych skuteczno$¢ pre-
paratéw o dziataniu przeciwcukrzycowym jest oce-
na zdolnoSci blokowania o-glukozydazy. Inhibitory
o-glukozydazy obecne w surowcach ro§linnych hamuja
rozktad polisacharydéw do cukréw prostych w ob-
rebie jelit, stad zmniejszone jest wchianianie gluko-
zy z przewodu pokarmowego (2). Surowce roSlinne

o takim potencjale leczniczym, oprécz prawidlowej
diety o niskim indeksie glikemicznym, przyczyniaja
sie¢ do zmniejszania ryzyka powiktan cukrzycy.

Ekstrakty z badanych surowcéw oraz wzorcowa
akarboze badano w stezeniach 0,01 i 0,1 mg/ml,
dodatkowo akarboze wstezeniach 10i 1 mg/ml. Analiza
uzyskanych wynikow wskazywata, ze wszystkie testo-
wane ekstrakty cechowata wysoka zdolno$§¢ hamo-
wania o-glukozydazy, ktéra wynosita > 98% dla eks-
traktéw w stezeniu 0,1 mg/ml > 98%, dla 0,01 mg/ml
od 2,75 do 88,31% i byta wielokrotnie silniejsza od
wzorcowej akarbozy (1,76 i 2,28%, w stezeniach
0,01 i 0,1 mg/ml, odpowiednio), natomiast byta
poréwnywalna do aktywnoSci akarbozy w stezeniu
10 mg/ml (tab. 1).

Badana jako wzorzec akarboza jest przyktadem
stosowanego w farmakoterapii cukrzycy sktadnika
lekéw syntetycznych o dziataniu polegajacym na ha-
mowaniu o-glukozydazy. Pacjentom z cukrzyca typu 2
najczesciej przepisywane sa réwniez inne syntetyczne
inhibitory a-glukozydazy, szczeg6lnie w celu zmniej-
szania hiperglikemii popositkowej. Pomimo dowie-
dzionego dziatania lekow z tej grupy, obserwowane
sa rezygnacje pacjentéw z inhibitoréw o-glukozydazy.
Przyczyna sa dziatania niepozadane ze strony przewo-
du pokarmowego: biegunki, b6l, wzdecia i inne zabu-
rzenia jelitowe. Surowce roslinne moga zmniejszaé
te dolegliwosci ze wzgledu na zawarto$¢ zwiazkow
o dziataniu rozkurczowym, przeciwzapalnym i Sciaga-
jacym. Innym aspektem zainteresowania surowcami
ro§linnymi jest potencjalna mozliwo$¢ zmniejszenia
dawek syntetycznych lekéw przeciwcukrzycowych.

Mozliwo$¢ obnizenia dawki akarbozy przy stoso-
waniu jej tacznie z kwasem galusowym udowodnili
Oboh i wsp. (43). Wykazano, Zze mieszanina obu

(172

[ Postepy Fitoterapii 3/2019 ) )




Ocena dzialania przeciwcukrzycowego ekstraktéw otrzymanych z wybranych surowcoéw roslinnych

zwigzkow w stosunku 1:1 hamowata glikozydaze w 65,7
+ 1,4%, jedynie w niewielkim stopniu stabiej niz sama
akarboza (66,2 = 0,7%) i znacznie silniej niz czysty
kwas galusowy (43,9 = 0,7%). Mieszanina akarbo-
zy i1 kwasu galusowego takze hamowata peroksyda-
cje lipidow w homogenacie tkanek trzustki szczura
i wykazywala aktywno$¢ przeciwutleniajaca (metody
ABTS, DPPH) oraz zdolno$¢ chelatowania jonow
zelaza (III). Zgodnie z sugestia autoréw, stosowanie
akarbozy tacznie kwasem galusowym (1:1) w terapii
przeciwcukrzycowej moze przyczyni€ si¢ do zmniej-
szenia skutkéw ubocznych akarbozy.

Podsumowanie

Wyniki naszych badan pozwolily na ocenge w wa-
runkach in vitro potencjatu dziatania przeciwutlenia-
jacego i przeciwcukrzycowego wybranych surowcow
roS§linnych, bedacych sktadnikami mieszanek stoso-
wanych tradycyjnie w cukrzycy, a ktorych aktywno$¢
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